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3種類の 口腔扁平上皮癌由来の 細胞珠(H S C-3, 低分化型 ; O S C-1 9, 高分化型; K B, 未分化癌)を用い て 癌細胞の 浸潤
と接着の 関係を検討 した ･ ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ン バ
ー を使用 して細胞浸潤能実験を行 っ たと こ ろ , H S C-3細胞が最も高浸潤性
で , 次い で O S C,19, K B細胞の 順 で あ っ た ･ また これ らの 浸潤ほ 以下の 細胞接着 ペ プ チ ド, すな わ ち H SC-3細胞 ほイ ソ ロ イ
シ ソ ー リ ジ ン ー バ リ ン ㌧ - ア ラ ニ ン ー バ リ ン (isole u sine-1ysin e- V alin e-ala nin e- Valin e, IK V AV) と ア ル ギ ニ ン ー グリ シ ン ー ア ス パ
ラ ギ ン 酸 - バ リ ソ (arginine- glysine-aSPartic acid-V alin e】 R G D V)･ O S C-1 9細胞は ア ル ギ ニ ン ー グリ シ ン ーア ス パ ラ ギ ン 酸 p セ
リ ン (arginin e-glysin e- aSPartic a cid-S erin e･ R G D S), チ ロ シ ン
ー イ ソ ロ イ シ ン ー グ リ シ ン ー セ リ ン
ー ア ル ギ ニ ン
(tyr osin e
-is ole u sin e-glysine-S erin e-arginin e･ YI G S R) と R G DV･ K B細胞 は R G D Vで 抑制 され た ･ H S C-3細胞 と O SC-19細胞
は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (fibro n e ctin, Fn), ラ ミ ニ ン , ゲ ィ ト ロ ネ ク チ ン (vitr o n e ctin･ Vn)･ Ⅰ型お よ びⅣ 型
コ ラ ー ゲ ン に よく接着
した が , K B細胞 ほ Fn と Vn に わ ずか に 接着す る の み で あ っ た ･ R G D V
ペ プチ ドで 細胞 を処 理す ると Fnl Vn へ の 接着細胞
数の 減少が み られ た . = S C-3 細胞と O S C
-1 9細胞 で ほ αVβ3 イン チ グ リ ン が Vn との 接着部位お よび 細胞質突起 の 浸潤先端部
に 免疫組織化学的に 証明され た ･ 免疫沈降法を用 い て イ ン チ グリ ン の 発現の 有無を検討 した と こ ろ, H S C
-3細胞 と OS C-19細
胞と もに a v, β3, a5, β1 サ ブ ユ ニ ッ ト を 発現 して い た が , αV は H S C
-3 細 臥 α5 は O S C-19細胞 に 強く発現 し て い た ･
a5β1 イン テ グ リ ン は マ トリ ゲ ル へ の 浸潤過程に お い て H S C
-3 細 胞お よび O S C-19細胞の 細胞膜に び浸性に 発現され て お り ,
鄭 こ Fn 上 で 培養 した場合 , O S C-1 9細胞で ほ a5β1 を 常時認め た が , H S C-3細胞で は長時間培養 した場合 に の み 陽性 で あ っ
た . 以上 よ り , αVβ3 イン チ グ リ ン は 細胞外 マ ト リ ッ ク ス に 対する機能的 レ セ プ タ
ー と して 口腔扁平上皮癌細胞 の 浸潤先端部
に局在 して い る可 能性が示 酸 され た ,
Key w o rds vitro ne ctin re c eptor, Squa mO uS Cellcar cin om a･ integrin, in v a sion
癌細胞の 浸潤は基質と の 接着 , 基質の 分解, 細胞の 移動 な ど
段階的に 起 こ る複雑な現象で あるt). と く に 癌細胞 と細胞外 マ
トリ ッ ク ス (e xtr a c ellular m atrix, E C M)と の 接着は 癌細胞 が問
質へ 浸潤す る際の 重要 な ス テ ッ プ で ある . E C M ほ化学的構造
の 面か ら ラ ミ ニ ン (la minin, Ln), フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン (fibr o n ecr
tin, Fn), I 型 お よ び Ⅳ 型 コ ラ ー ゲ ン , ウ㍉ ト ロ ネ ク チ ン
(vitro n e ctin, Vn), エ ラ ス チ ン , プ ロ テ オ グ リ カ ン な どに よ り構
成され , 癌細胞ほ そ の 細胞接着 ド メ イ ン に 接着す る . これ らの
ドメ イ ン に 対す る レ セ プ タ ー は α お よ び βサ ブ ユ ニ ッ トか ら成
るイ ン テ グリ ン 2) で あ り , 現在少 な く と も1 2種類 の α サ ブ ユ
ニ
ッ トと 9種輯 の βサ ブ ユ ニ ッ トの 組み 合せ に よ り20種顆が存
在し , 正 常細胞 の 生理 的機能の 発現 ･ 保持の み な らず腫瘍 の 進
展や転移に 深く関係す ると 考え られ て い る3＼ 実 際に どの イ ン
テ グリ ン が 腫瘍細胞 の 浸潤 ･ 転移 と 関連 し て い るか を 知 る た
め t 様 々 な実験系を 用 い た 検討が こ れ ま で な され て きた
一 刷
, こ
のう ち , メ ラ ノ ー マ に お い て は Vn レセ プ タ ー で ある αVβ3 イ
ン テ グリ ン (vitr o n e ctin r ec eptor, VnR) の 発現が 腫瘍の 進展と
密掛 こ関連する こ と が指摘 され て い る
鋸
. しか し な が ら , 扁 平
上 皮癌細胞な どに つ い て は未だ 不 明 の ま まで ある . また , 一方
で イ ン テ グ リ ン は そ の 種類の 差異と と もiこ細胞表面での 局在が
細胞の E C Mへ の 接着能に 影響す る
9ゝ こ とが 証明 され て お り ,
腫瘍細胞が発現するイ ン チ グリ ン の 種燥と 局在 を知る こ とは 癌
細胞浸潤の メ カ ニ ズ ム の 解明 の み な らず, 浸潤 の 抑制に 指針 を
与え るもの と し て 大きな意義を持 つ と考え られ る .
一 方 , 口 腔扁平上 皮癌の 臨床に お い て , Ya m a m ot oら
1 0､11■
は
腫瘍の 浸潤様式が所属 リ ン パ 節 へ の 転移形成率や患者の 予後と
密接に 関連する こ と を報告し て きた . そ こ で 当講座で は1989年
以来 こ れ ら 口 腔癌の 浸潤の 機構を解明 し, 治療成績の 向上 に 資
す る こ と を 目的と し て 基礎的な ら び に 臨 床的研究 を系統的に
行 っ て きた . その 一 環と して 本研究 で は 口 腔扁平上皮癌細胞の
浸潤 に 中心 的役割を果たすイ ン テ グ リ ン を 知 るた め , 3種類 の
細胞株 (H S C-3, O S Cr19, K B) を 用 い て 多面的に 検討 を行 っ た .
そ の 結果 , 浸潤能力の ある H S C-3 や O S C-19 はE C Mタ ン パ
ク 質と の 接着能が高く , Vn 由来の ペ プチ ド, ア ル ギ ニ ソ ー ダ
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リ シ ン ー ア ス パ ラ ギ ン 酸 - バ リ ン (arginin e-glycin e-a Spartic
a cid-V alin e, R G D V) で浸潤が阻害 され た . また VnR が浸潤方
向の 細胞膜 とく に 周 囲基質中に 伸び た細胞質突起に 沿 っ て発 現
する傾向を示 した . 以上 の 結果 よ り , 浸 潤方向 の 細胞膜 へ の
VnR の 発現 が 口 腔扁平上皮癌細胞 の 周囲組織中 へ の 浸潤 に 密




口腔扁平上皮痛由来の 細胞株 , O S C-19, H S C-3, K Bの 3種類
を使用 した ･ O S じ1 9細胞 ほ 札幌 医科大学 口 腔外科学講座小
浜源郁教授よ り供与 され た高分化型扁平 上皮癌細胞株1 2) で あ
り , 低分化型肩平 上皮癌細胞株 で ある H S C-3細胞1 3)と未 分化癌
細胞株である K B細胞用 は財 団法人 が ん 研究振興財団細胞 バ ン
ク (東京)よ り提供 を受けた .
Ⅱ . 細胞撞着 ペ プチ ド
ア ル ギ ニ ン ー グ リ シ ン ー ア ス パ ラ ギ ン 酸 (arginine- glycin e-a-
Spartic a cid, R G D), ア ル ギ ニ ソ ー グ リ シ∵/ - ア ス パ ラ ギ ン 酸 -
セ リ ン (a rginin e-glycin e- a Spartic acid-S erin e, R G D S), ア ル ギ ニ
ン ー グ リ シ ン ー グ ル タ ミ ン 酸 - セ リ ソ (arginin e-glycin e-gluta-
mic a cid-S e rin e, R G E S)ほ Ba che rn 社 (Torr a n c e, C A, U S A)
製の もの を使用 し, R G D V, チ ロ シ ソ ー イ ソ ロ イ シ ソ ー グ リ シ
ン ー セ リ ン ー ア ル ギ ニ ン (tyro cin e-is ole u cin e-glycin erserin e-
arginin e, YI GS R), ア ル ギ ニ ソ ー ダリ シ ン ー ア ス パ ラ ギ ン 酸 -
ス レ オ ニ ン (arginin e-glycin e. aspa ∫tic acid-thr e o ni e, R G D T)ほ
Pe nin s ula Labor atorie s 社 (Belrn ont, C A, U S A) 製の も の を用
い た
･ イ ソ ロ イ シ ソ ー リ ジ ン ー ア ラ ニ ソ ー バ リ ン (isole u cin e-1-
ysin e-V alin e- ala nin e-V alin e,I K V A V)ほ ペ プ チ ド研 究所 (大阪)
へ 依頼 し作製 した もの を使用 した .
R G D S は Fn, YIGSR は Ln Bl鎖, 1 K V A V は Ln A 鎖 t
R G D V は Vn, R G D Tほ Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン α 1鎖 の 細胞接着 ドメ
イ ン 由来の ア ミ ノ 酸配列 で あり , RGD は イ ン テ グ リ ン に 対す
る多くの リ ガ ン ドに共通 L た配列で ある . RG E S は接着括性を
持た な い コ ン ト ロ ー ル ペ プ チ ドと して使用 した .
Ⅲ . 細胞浸潤能 と浸潤阻害実験
各細胞株 の 浸潤能 は Ln, Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン , Vn , へ パ ラ ン 硫
酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン , エ ソ タ ク チ ン を含む 人工 再構成基底挟 で
ある マ ト リ ゲ ル (Be cto n Dickinso nLabw ar e, Bedfo rd, M A,
U SA)で 上 部 チ ャ ン バ ー を被 覆 した 12JLm 孔の ト ラ ン ス ウ ニ ル
チ ャ ソ バ ー (Co ster, Ca mbridge, M A. U S A) を 用 い て 計測 し
た ･ 即 ち , 1 0% 胎児 ウ シ 血 清 (Gibc o, Gra nd Isla nd, N Y,
U S A) を添加 した イ ー グ ル M E M培養液(Flo w Labor atorie s】
Irvin e, Sc otla nd) で マ ト リ ゲ ル を 500FLg/ml に 調 整 し , 150FLg
の マ ト リ ゲ ル を無 菌下23 ℃ で風乾後 2×105 個 の 細 胞 を 含 ん だ
400/上l の 上 記培養液を 上 部チ ャ ン バ ー に , 下部 チ ャ ン バ ー に は
1･5m】 の 同液 を加 えた . 37 ℃ で17時間培養後, マ トリ ゲ ル を 通
過 して下部チ ャ ン バ ー 内に浸潤 した細胞 を 5,000rpm で 4分 間
遠心分離 して 採取 した . 採取 した 浸潤細胞数は下記の 蛍光 ア ッ
セ イ13)に て 測定 した . 浸潤阻害実験 にほ 0伽 m olの 細胞接着 ペ
プチ ドを腫瘍細胞 と ともに 上 部チ ャ ン バ ー に 入 れ て 同様に浸潤
細胞数を測定 した .
Ⅳ ･ 浸潤細胞数の測定 (蛍光 ア ッ セ イ)
採取 した 細胞を 0･01 M リソ 酸緩衝液 , p=7･4 で 洗浄し ,1m M
MgC12, 0･2 M ホ ウ 軌 1･2m M 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リ ル フ ォ ス
フ エ イ ト (Sigm a, St･ Lo uis･ M O, U S A) を含 む 溶液 に 浮遊さ
せ , 37 ℃で 3時間培養 した ･ 細 胞膜表面 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ
ク ー ゼ の 作用 に よ り生 じた 4-メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン の 蛍光
度を850形分光蛍光光度計(日立 , 東京) に て計測 した ･ 励起波
長と蛍光波長 は それぞれ 345n m, 44 7n m と した ･ また 細胞浸潤
能測定 に お い て 細胞接着 ペ プチ ドを 添加 しなか っ た 群の 浸潤細
胞数を100% 浸潤と し, 各 ペ プ チ ド添加群 の 浸潤細胞数 の 割合
を算定 した .
Ⅴ . 細胞接着お よび接着阻害実験
1FLg の Ln･ Vn･ Fn , Ⅰ型お よ び Ⅳ型 コ ラ ー ゲ ン , ウ シ 血清ア
ル ブ ミ ン (和光, 大阪) を96 ウニ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト (Falc｡ ｡
Pr odu cts, Ox n ard, C AI U S A)に 4 ℃で一 晩静置 し被覆 した . 各
基質 に つ い て ほ Vn と Fn ほ ヒ ト血 清か ら14)15), Ⅰ型およ びⅣ型
コ ラ ー ゲ ン は ヒ ト胎 盤16)け)か ら , マ ウ ス Ln ほ Engelb,eth-
Holm-Sw arm 腫瘍】引 か らそ れ ぞ れ 精製 し た も の を 用 い た .
1×1 05 個の 細 胞を 100FLl の 無血 清培養液 S F M lOl(日 丸 東
京) 中に 加 え , 基質上 で37 ℃ 2時間培養 した ･ 培養後 , 非接着細
胞を洗浄 して 除き各 プ レ ー トに 10恥1 の 無血 清培養液と 5mg/
ml に 調製 した 3-(4, 5- メ チ ル チ ア ノ ゾ ー ル ー2-イ ル)-2, 5- ジ フ ェ
ニ ル テ トラ ゾリ ウ ム ブ ロ マ イ ド (Sigm a) を 10FLl加 え, 37 ℃で
4時間培養 した . 培養 後生 じた色素産物を 10恥1 の ヂ メ チ ル サ
ル フ ォ キ サ イ ドで可 溶化 し , 492□m の 吸光度を EIA リー ダ ー
2550(Bio-Rad Labリ Richm o nd, C A, U S A) で測定 して 接着細胞
数を求め た .
接着阻害実験で ほ 0.3pm olの R G D S凌,る い は R G D Vペ プチ
ドを混和 した 1×1 05個 の 細胞を23 ℃で 1 時間培養後 , Ⅴ□ ある
い ほ Fn を 被覆 した マ イ ク ロ プ レ ー ト上 で 2時間培養し細胞接
着実験 と同様の 振作を行 っ た .
Ⅵ . 免疫組織化学的検索
無 血滞培養液 1ml 中 に 0.6× 105 個 の O S C-19細胞お よび
H S CL3細胞を調整 し , Fn お よ び Vn を そ れ ぞれ 10pg被覆し
た ス ラ イ ドガ ラ ス 上 で 1時 間あ る い ほ24時間培養 した . 培養
後, 接着 した 細胞 を 1 % パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 し ,
0.1% ト ラ イ ト ン Ⅹ-100, 1m M MgC12, 0.1m M CaCl2 を 含む
0･01 M リン 酸緩衝液で細胞 を 3分間23 ℃で 処理 した . 次にイ ン
テ グリ ン ある い は ビ ン キ ュ リ ン に 対す る抗体 を加 えて23 ℃で 1
時F乱 更に フ ロ オ ロ ス セ イ ン ーイ ソ チ オ シ ア ン 酸 (flu oro sc e血
is othio cya n ate, FIT C) 標識2次抗体を加 え23 ℃で 1 時間反応さ
せ た ･ 弥 α5β1 イ ン テ グリ ン (fibr o n e ctin r eceptor,FnR)およ び
抗 VnR ポリ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ほ Dr. B . E. Vogel(La Jo11a
Ca n c erRes e a･rCh Fo u ndation, La Jo11a) よ り供与 され , 抗ピ ン
キ ュ リ ン モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 ほ Bio Maker社(Reho v ot,
Isr a el) 製の もの を 使用 した . 抗 VnR, FnR, ピ ン キ ュ リ ソ 抗体
の 希釈倍率は そ れ ぞれ100, 1 00, 20と した . また FI T C標識抗
ウ サ ギ IgG と FIT C標 識 抗 マ ウ ス IgG (Cappel, West
Chester, P A, U S A) は とも に20倍で 使用 した .
Ⅶ . 電子顕微鏡学的観察
細胞浸潤能実験 に おけ る培養 1, 4, 17時 間で の 細胞の 形態を
arginin e- glysin e- a Spartic a cid- Valin e; RG E S, a rgini肥 glysine-gluta mic a cidL S e rin e; Vn, Vitr on e ctin; VnR,
Vitro n e ctin re cep･tOr:; YIG SR, tyrOSin e-is ole u sin e-glysin e- arginin e; 電 軌 電子原敬鏡
口 腔扁平上皮癌細胞浸潤と ゲ ィ ト ロ ネ ク チ ン レセ プ タ ー
電子頗徴鏡(電顕) に て 観察 した ･ 細胞は2･5% グル タ
ー ル ア ル
デヒ ドで10分間4 ℃で 固定 した ･ また 免疫電頗用 に 上 記培養4
時間目の O S C-1 9細胞 およ び HS C
-3 細胞を 1 % パ ラ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ドで 5分間23 ℃で 固定 し, 0.1% ト ラ イ ト ン Ⅹ-1(札 1m M
MgC12, 0.1m M CaC12 を含む 0･01 M リン 酸緩衝液で 3分間処理
した . 細胞を抗 FnR, 抗 VnR 抗体(1000倍希釈)ある い ほ 正常
ウサ ギ血清(Dako, GIostr up, De n mark) と 4 ℃で 2時間反応さ
せ , 続い て 1/2 カ ル ノ フ ス キ ー 固定液 で10分間固定 した ･ 2
次抗体は 15n m 金 コ ロ イ ド標識抗 ウ サ ギ 抗体(Ja n ss e n･ OIs e n･
Belgiu m)を 使用 し4 ℃ で 2時間反応 させ た ･ 透過 型 お よ び 免
疫電頻用の 試料は 1 % OsO4 で後 圃定 し Epo n812 で 包埠 した ･
超薄切片を作製乳 5% 酢酸ウ ラ ニ
ー ル お よ び6･5% ク コニ こ/酸
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鉛 で 染色 し日立 H-500電子 顕微鏡 ( 日立),(75k V) で 観察 した .
Ⅶ . 免疫沈降法によるイ ン テグ リ ンの 検出
細胞膜表面の タ ン パ ク 質を ラ ク ー ペ ル オ キ シ タ ー ゼ ー H202
法 刷 に よ り125r で標識 した . 即ち , 5×10丁 個の H S C-3 細胞ある
い は O S C-19細 胞 に 5仙1 の ラ ク ト ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
(Calbio che m, La Jolla., C A, U S A), 10pl の 0.5 M リン 酸 緩衝
液 , PH 7.0, 37 M Bq の Na
-25Ⅰ(A m ersha m, Bu ckingha m shir e,
Engla nd),4恥lの 30 % H202を加え30 ℃ で 8分間, さ らに23 ℃で
1 0分間培養 した . 培養後 5ml の 0.02 % Na 3, 2m M KI を含む
0.01 M リン 酸緩衝液で洗浄 し, 55.8g で 5分間遠心分離 し上 清
を 除い た . 標識 され た 細胞 を 5ml の 25m M Tris-H Cl, PH7.4,
2 % N P-40, 1 00m M NaCl, 1m M CaC12 で可 溶化 した . ま た プ ロ
Fig .1. Ultr astr u ctu r e of O S C-19c ells in a nin vitro as say t4 hr･ Cellsin clu sterin the up per cha mbe r oftra n s w ellm e mbr a n e
(m) sho w r uffling c ells u rfa c e with the e xte n sio n of c ellpr oje ctio n sinto m atrigel(g), indic ating the dire ctio n of in v asio n Bar
indic ate s5FLm .




In v a sion valu e(m e a n士S D, %)b)in c ar cin o m a c e11 1in e s of
H S C-3 0 S C-1 9 K B
R G D
R G DS
YI G S R
I KVAV
R G D V


























A v olu m e of 500iLl of c ells u spe n sio n(2×1 0
5
c e11s) with O.6 JL m Ol of ea ch synthetic peptide
w a sin c ubated o n m atrigel in the up per cha mberfo r1 7 hr. A fterin c ubatio n cells pe n etrated
into the lo w e r cha mberin cluding c ells adhe ring to the roof of the up per cha mber were
c olle cted by try psiniz atio n a nd c o untedby the flu or o m etric as s ay.
a)R G D, arginipe- glycipe
-a Spartic a cid; RGD S, a rginin e
- glycin e二
a Spartic acid-S erin e; YI G S R･
tyr o sin e-isole u c ln e-glycln e- S erin e- a Spa rtic a cid; IK V A V, isole u cln e-1ysin e- V alin e-ala nin e- V alin e;
R G DV, arginin e-glycin e- aSpartic acid-Valin e; R G D T, a rginin e
一
名lycin e
- a SPartic a cid
-thrc o ni e;




gluta mic a cid
-S erin e.
b)Ratio(%) ofthe n u mbe r ofthe pe n etr ated c ells in the pre s e n c e of ea ch synthetic peptideto
thatin the abse n c e of any synthetic peptides. Statisticala nalysis c o mpa red with pe rc e ntagein
the presenc e of RG ES peptide is perfo r m ed by o n e w ay a n alysis of v arian c efollo w ed by






テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と して 1m M ジイソ プ ロ ピ ル フ ル オ ロ ス
フ エ イ ト , 2m M フ ユ ニ ル メ チ ル ー サ ル フ ォ ニ ル フ ル オ ラ イ ド,
10m M 6- ア ミ ノ ー n- カ ブ ロ イ ッ ク ア シ ド, 1〟g/ml ロ イ ペ プ チ ン ,
1m M n - エ チ ル ー マ レ イ ミ ド
,
10鵬/mlア ブ ロ チ ニ ソ を 加 えた .
試料を 4 ℃で20分間 27,000g で 遠心 分離 し, 上清 を 抗 FnR あ
る い は 抗 VnR 抗体 と氷温で 1時間反応 させた . そ の 後試料 を
プ ロ テ イ ン G セ フ ァ ロ ー ス (P har m a cia-LK B, Up psala,
Sw eden) に 通 し, プ ロ テ イ ン G と結合 した免疫複合体 を 0.1 M
鱒鱒鱒鱒 鱒
恥
Fig･ 2･ Ultr a str u ctu re of O S C-19c ellsin a ninva sio n a ss ay
at 1 7hr･ Cells ar e rnlgratlng into the po re of the
tr a n s w ell m e mbr an e(m) with elo ngated cytopla smic
e xte n sio n alo ng the su rfa c e of the m e mbr a n e. Bar
indic ate s2 〟m .
グリ シ ン Hー Clで 流出さ せ た ･ 流 出画分を非還元状態 で7.5% ド
デ シ ル 硫酸 ナ ト リ ウ ム ー ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動
し, オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー で 分子量 を確認 した .
Ⅸ . 統計学的検討
細胞浸潤阻害実験に お ける 各 ペ プ チ トの 浸潤抑制効果の 差を
Statistic alAn alysis Syste m(金沢大学総合情報処 理 セ ン タ ー )




初め に O S C-1 9細胞 を用い て 細胞浸潤能実験 モ デル に おける





















HS C-3 0 SC-1 9 K B H S C-3 0 S C･1 9 K B
Cell lln e s
Fig･ 3･ Inhibitory effe ct of R G D Sand R G D Vpeptidesin an
atta chm ent as s ay o ninta ct Fn (A) a nd Vn (B). Cells
(1×105 c ells/w e11) w eT ePr etr e ated with synthetic peptides
(0.3 JJm Ol/w el)fo r60 min, in c ubated o n e a ch s ubstrate
for2 hr･ Nu mber of atta ched c ells witho ut a ny peptide
tr e atm e nts are s et to be lOO %. T he deta sho w nin this
figu re ar ethe m e a n v alu es( 土S D )oftriplic ate deter mina.
tio n s. Ope n bo x, C arCin o m a_ Cells c ultur ed with R G D S
peptide, Clo s ed bo x, C ar Cin o m a c ells c ultu red with R G DV
peptide.
Table2･ Attachm e nt a ss ay of c a rcin o m a c e= n e s o ninta ct e xtra c elular m atrix proteins
Substrate
▲)
Atta chm e nt v alu e(m e a n±S D, %)b)
in c arcinorn a ceu lin e s of













18.8 士16.5 18.0 士9.8
23.0 士12.9 3.1 士1.2
37.7 士 6.0 14.3士0.6
25.1 士11. 4.1 士2.0
23.2 士11.5 8.7 士1.0
B S A 9.3 土1 6.1 0.1 士 0.2 0.0 士0.0
Cel s u spe n sio n (1×1 0S c ells/ 1 00pl of seru mイre e m ediu m) w a sin c ubated o n the
microplate c o ated with e a ch pu rified inta ct pr otein ･ A fte r r e m o ving of n o n- ad he re nt ce11s,
the re sting ad her e nt c e11s w as c o u nted.
a)Fn, fibr o n e ctin; Ln.1aminin; Vn, Vitro n e ctin; BS A, bo vin es eru m albu min .
b)T he perc e ntage of c ells adhering o n substr ate- C O ated plate s
★
afte r w a shing o ut of
n o n- adbere nt c畠11s.
口 腔扁平上皮癌細胞浸潤と ゲ ィ ト ロ ネ ク チ ソ レ セ プ タ ー
ろ , 16時間ま では 急速に 増加 し, そ の 後24時間 ま で ほ ゆ っ くり
と増加を示 した . しか し24時間か ら48時間の 間に 再び急速な増
加が見られ た ･ こ れ は 浸潤細胞 の 下部チ ャ ン バ
ー 内 で の 増殖に
ょると考え られ た . 以上 の 結果 を ふ まえ 本実験 の 培養時間を17
時間と設定 した . また , イ ン テ グ リ ン の 発現は細胞密度に よ り
異な る こ とが知 られ て い る
22) た め , 次 に 浸潤能の 測定を行う前
の 培養 シ ャ ー レ 上 で の 細胞密度 の 違 い に よ る浸潤細胞数の 差を
O S C-19細胞 を 用 い て 検討 し た , 低密度 (0.6×1 04±0.3×1 04
個/c m2)に 調整 した細胞 は最も高い 浸潤能(10,718 ±2,05 3個)を









個/c m2) の 細胞は6,38 3
士2,442個そ れ ぞれ 浸潤 した . そ こ で 本研究 に お い て は 浸潤能
の 最も高か っ た 低密度培養下で調整 した細胞を 用 い る こ と と し
た . また , 浸潤細胞数 の 平均値士S D は細胞挟間で異 な っ て い
た 巨 即ち , H S C-3細胞が最も高浸潤性 (40,833 ±10,544個)で あ
り, 次い で OS C-19細胞 (旺71 8±2,053個), K B細 胞(7,760 ±
2,963個) の 順で あ っ た .
Ⅱ . 浸潤時の 癌細胞の形態学的変化
浸潤能実験 に おけ る O S C-19細胞 お よ び HS C-3 細胞 の 培養
後 1, 4, 17時間目 の 形態変化を電顕的 に観察 した . 培養 1時間
目で ほ H SC-3細胞 , O S C-19細胞の 多く が細胞周囲に 無数の 短
い細胞質突起 を放射状に伸ば して い た . 4時間 目 に ほ O S C-19
細胞は しば しば互 い に 接触 し, 数個の 細胞 よ りな る集団を形成
しなが ら ゲル 中に 浸潤.
して い た . 浸潤先端部 の 細胞膜は凹凸が
激しく特徴的な波打 っ た 細胞質突起を マ ト リ ゲル 中に 伸 ば して
い た ( 図1). H S C,3 は O S C-19 と 同 様 の 像 を 示 した が ,
O SC-19細胞 に 較 べ 細胞集団は少なく瓢立性に マ ト リ ゲ ル 中お
よび 12/ノm の 孔 に 浸潤 して い た . 17時間 目に は マ ト リ ゲ ル は ほ












Fig･4･ Im m u n opr ecipitatio n a n alysis of integrin subu nits
e xpr es sed o n squ a mo u scar cin o m a c ell lin e s. Lys ates of
125Ⅰ-labeled H S C-3(1a n e sl a nd 2)a nd O S C-1 9ce11s(la n e s3
a nd 4) ar eim m u n opr e cipitated with a nti-α5β1 integrin
(1a n e sl a nd 3) a nd - αVβ3 integrin polyclo n al a ntibody
(1a n e s･2 and 4). Sa mples ar e a n aIyzed o n aS DS-P A G E
(7.5 %a cryla mide)u nde r n o n- r educing c onditio n.
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着 ･ 伸展 しなが ら孔 の 中 へ 侵入 して い た (図2).
Ⅲ . 細胞接着ペ プチ ドに よる浸潤の阻害
今回 用 い た ペ プ チ ドは表 1に 示 す ように 様々 な浸潤抑制効果
を発揮 した . 接着 ペ プチ ド非添加群 の 浸潤細胞数を100% と し,
各 ペ プチ ド添加群の 浸潤細胞数の 割合を RG ES ペ プチ ド添 加
群の 割合と比較 した場合 Fn 由来の R G D S は O S C-1 9細胞以
外で は抑制効果は低く , Ln 由来の YI G S R は O S C-1 9細胞を ,
ま たI K V A Vは H S C-3細胞の み を 有意に 抑制 した . Vn 由来の
R G D Vペ プ チ ドの み が全ての 細胞 の 浸潤を共通 して抑制 した .
Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン 由来の R G D T は抑制効果を示 さず , ま た , 単独
で は機能せず レ セ プ タ ー の 特異性 に 必要な情報 を持た な い と 考
え られ てい る R G Dペ プチ ドも有意差 がみ られ なか っ た .
Ⅳ . E C M構成タ ンパ ク質 へ の接着
Fn, Lm Vn, f塾およ び Ⅳ塑 コ ラ ー ゲ ン へ の 細胞の 接着能は
表 2に 示 すよ う に , K B細胞 を除い て H S C-3細胞 と OS C-1 9細
胞が これ らの E C Mタ ン パ ク 質と よく接着 した . 細胞浸潤阻害
Fig.5. Im rnunoflu ores c ent micros copic dern onstr ation of
integrin a5βl or αVβ3 0f H S C-3 c e11s of Fn or Vn
S ubstr ate u sing polyclo n al a ntibodies. Cells w ere c ultu red
forl hr(A, C, a nd E)a nd 24 hr(B, D, a nd F)in se ru m-
fr e e c o ndito n. α5β1 integrin is n ot dete cted o n Fn
S ubstr ate at l hr (A), C O ntra Sted to fibri11ar a nd pu n ctate
Orga niz atio n of α5β1 integrin o n w elトspre ading c ells
C ultiv a.ted o n Fn substr ate for 24 hr (B). avβ3 integrin
ap pe arsto show adot
-1ike staining patter n at peripher al
S urfac es of n o n- SPre ading c ells o nboth Fn(C)a nd Vn(E)
at l hr. At 24 hr a vβ3 integrin inn ot dete cted in the
Spr e ading c eu o n Fn (D), Wher e as o nVn αⅤβ3 integrin
Sho w s c o n c e ntratio ntohuge riv et-1ike patter n ofspre ading
C ells(F). Barindic ates 25FEm .
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実験 に お い て 異な る Ln 由来の ペ プ チ ドで 抑制 され た H S C-3
細胞 と O S C-1 9細胞 ほ ともに Ln タ ン パ ク 質 へ ほ よ く 接着 し
た . K B細胞ほ接着能 の 低い 細胞 であ っ た が , E C Mタ ン パ ク 質
の う ち Fn へ は比較的接着 した . HS C-3細胞 と O S じ19細胞は
と もに Vn に もよく接着 した ∴ 浸潤能阻害実験 で Vn 由来の 細
胞接着 ペ プ チ ド(R G D V)が有効であ っ た の で ! こ の ペ プ チ ドが
細胞接着を どの 程 度阻害す るの か を検討する た め , 接着阻害実
験を行 っ た . そ の 結果 R G D Vの 方が Vn と Fn の 両基質 に 対
する接着を R G D S よ りも効果的に 抑制 した ( 図3).
Ⅴ . 基質上で の イ ン テグ リン の発現
HSC-3 細胞 お よび OS C-1 9細胞 の VnR と FnR の 発現 と局
在を Vn お よび Fn の 基 質を 用い て 観察 した . Fig. 4 に示す よ
うに 両細胞 とも VnR お よ び FnR を細胞表面に発現 し て い た
が , VnR ほ H S C-3 細胞 で FnR は O S C-1 9細胞で よ り強く発
現 して い た ･ 蛍光抗体法で み ると Fn を基質 と した H S C-3細胞
は培養24時間目 の 伸展 した 細胞 で 不 連続 な線状 また は 小斑状に
FnR が陽性 で あ っ た が , 培養1 時間目 の 非伸展細胞 で は FnR
は陰性であ っ た ( 図5 A およ び B)･ Fn 基質上 の O S C-19細胞
で は FnR ほ伸展細胞で ほ線状 お よび 小斑状に み られ , 非伸展
細胞 で は線鱒こ染色 され た ･ Fn 基質上 で の VnR ほ両 細胞とも
非伸展細胞 の 辺縁 に ド ッ ト状 に 染色さ れ たが , 伸展細胞では認
め られ なか っ た (国5 C お よ び D). 一 方 , H S CL3 を Vn の 基質
で 培養 した 場合に は VnR は非伸展細胞 の 辺縁に ド ッ ト状に み
られ , 伸展細胞 で は リ ベ ッ ト状 に 陽性と な っ た ( 図5 E お よび
F). Vn 基質上 で の FnR は H S C-3 細胞 に お い て は非進展およ
び伸展細胞ともに 陰性 であ っ た が , O S Ct19細胞で は伸展細胞
Fig･ 6･ Ultrastru Ctu ral lo calizatio n of a5β1 integrin?n O S C
-19c elIs in a?invasio n assay at 4 hr･ a5β1 integrin is diffu s ely
e xpr es sed o n their c e11su rfa c e r egardle ss of in v asIV edir e ctio nin m atrlgel(g)･ Arr o wheads sho w the distributio n s of α5β1
1abeled with 1 5n m gold-C O nJugated a ntibodie s, B r epr ese nts c ellpr o c es sto w ards in v a sio n a nd Ar epr e s ents the op po site･ Bar









Fig. 7. Distributio n of a vβ3 integrin o nO S C-1 9c ells in a ninv asion a ss ay at 4 hr･ Colloidgoldparticles(1 5n m in siz e) ar e
lo cali2 ed at the invasio n a ctive site on c ellproje ctio n s e xte nding into the gel(g)･ , T he pa rticle s ar e rar崖1y s e e n at the free
s urface of ce11s. Barindic atesI FL m. In s et, high po w er vie w of the c eu pr ojectio n slabeled with the goldparticle s･ Bar
indicates500n m.
口 腔扁平上皮癌細胞浸潤 と ゲ ィ ト ロ ネ タ チ ソ レ セ プタ ー
の 辺縁 に 小斑状 に 陽性とな っ た ･ こ れ は O S C-19 細胞が自 ら分
泌した Fn に 対 して 接着 した た め と考 え られ る ･ ピ ン キ ュ リ ン
は 伸展細胞 で ほ H S C-3細胞 , O S C-19細胞共 に Fn お よ び
Vn 基質上で 細胞辺縁 に 小斑状に陽性 で あ っ た が , 非伸展細胞
で は陰性 で あ っ た .
Ⅵ ∴ 浸潤細胞 にお け るイ ン テグ リ ンの 局在
H S C-3細胞お よ び O S C-19細胞が マ ト リ ゲル 中に 浸潤 して い
る際の VnR と FnR の 電顕的局在を検討 した . FnR ほ細胞膜
に び漫性 に み られ 明らか な 偏在ほ示 さ なか っ た ( 図6). しか し
VnR はマ ト リゲ ル に 接す る細胞膜 , とく に マ ト リ ゲ ル 中に 伸
びた細胞質突起に 沿 っ て発現 して い た (図7).
考 察
イ ン テ グリ ン は 生理 的条件下で細胞 一 基質の 相互作用に 重要
な役割を果た して い るの み な らず, 細 胞の 癌細胞 へ の 形質転換
に 伴い ある種 の イ ン テ グリ ン の 発現が 増幅され , 癌細胞浸潤お
よ び転移を引き起 こ す要素に な ると され て い が . 本研究 は ,
3種類の 口 腔扁平上皮癌細胞株 に お け るイ ン テ グ リ ン の 発現と
再構成基底膜 である マ トリ ゲ ル へ の 浸潤の 関連 を検討 したもの
である. 今回 用 い た ト ラ ン ス ウ ニ ル チ ャ ソ バ ー と マ トリ ゲ ル に
よ る浸潤 モ デ ル は痛細胸が備え る浸潤能を よ く再現 して い る こ
と が , 近年多く の 研究者 に よ り報告 され て い る
T)2 馴
. 今 回 行 っ
た 浸潤能 の 測定 に お い て 債 分化型扁平 上 皮癌細胞 で あ る
H S C-3細胞は最も浸潤性が高く , こ れ に 高分化型の O S C-19細
胞が継ぎ E B細胞は浸潤能が最も低 か っ た . 細胞接着能に つ い
ても H S C-3 細胞 と O S C-19細胞は E C Mタ ン パ ク質に よく接
着したが , K B細胞 ほ こ れ ら タ ン パ ク 質 に 対す る接着性が低
か っ た . 既に Ka w ahar aら2
5} が報告 した よ う に O S C-1 9細胞は
ヌ ー ド マ ウ ス に 移植 され た 場合皮下阻織中 へ 浸潤 し, また コ
ラ ー ゲ ン ゲ ル 中 へ も浸潤す る能力を持 つ 細胸 で ある . しか し,
K B細胞は ヌ ー ド マ ウ ス で ほ膨張性に 発育 し, コ ラ ー ゲ ン ゲ ル
中 へ は浸潤せず , 浸潤能力が極め て 低い こ と が明 らか とな っ て
い る . 今回 の 結果もこ れ と よ く 一 致 して い た . 従 っ て , こ れ ら
の癌細胞 の 浸潤性 ほ E C Mタ ン パ ク 質に 対する接着性とくに そ
の レ セ プ タ ー で あるイ ン テ グリ ン に よ る細胞 一 基質の 接着性に
重大な関連がある と 考え られ る .
今回 の 細胞浸潤能 お よび そ の 阻害実験 に お い て最も注目 され
る こと は , Vn 由来 の R GD Vペ プ チ ドの み が 全て の 細胞株の マ
トリ ゲ ル へ の 浸潤を 共通 して 有意に 抑制 した こ と で ある . 一 般
に R G D配列 を含む様 々 な オリ ゴ ペ プチ ドは細胞 一 基質の 接着
に 異な っ た括抗作用を持つ こ と が 知 られ て い る
26 ト 28)
. た と え ば
Hir an oら
28)は これ ら の ペ プチ ドの 接着阻害活性は R GD 配列の
ア ス パ ラ ギ ン 酸 に 続く ア ミ ノ 酸の 種類に 依存す ると 報告 して い
る . 今 回 用 い た R G D V, R G D S, R G D Tペ プ チ ド の 中 で
RG D V が最も抑制効果が高く , バ リ ン の 存在 が 口 腔扁平上皮癌
細胞の 発現するイ ン テ グリ ン と細胞接着 ペ プ チ ドの 親和性を高
め , 競合的に R G D V細胞接着 ドメ イ ン の EC M との 接着を 阻
脅して い るもの と推定 され る . こ の こ と ほ Fn お よ び Vn へ の
接着が とも に R GDS よ りも RGD V ペ プチ ドで抑制 され た こ と
からも裏付け られる . K B細胞 の 接着阻害実験で は両 ペ プ チ ド
に よ り著明に 阻害 され た ように み え るが , 実際 に ほ K B細胞 の
E C Mタ ン パ ク 質 へ の 接着能が極 め て低 い た め に洗浄の 過程 で
ほとん ど脱落 した た め で あ っ た . 従 っ て , R G D Vペ プ チ ドに対
する細胞側の 主な イ ン テ グ リ ン で ある αⅤ イ ン チ グ リ ン が 浸潤
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と 密接 に 関係 し て い る よ う に 見 え る . 事 実 , 高 浸潤性 の
HS C-3細胞が 中浸潤性の OS C-1 9細胞に 比べ αV イ ン テ グ リ ン
を 強 く発現 して い た . αV イ ン テ グ リ ン フ ァ ミ リ ー は αⅤβ｡l
αⅤβ,, αⅤ鮎 αⅤβ6 な どに よ り成 る が , こ の う ち VnR で あ る
αVβ3 ほ R G D配列を持 つ 多く の タ ン パ ク 質 . すな わ ち Vn, Fn,
Ln , フ ィ ブ リ ノ q ゲ ソ , V O nW illebr a nd 因子, ト ロ ソ ボ ス ボ ン
ヂ ソ , オ ス テ オ ポ ン チ ン に 接着するイ ン チ グ リ ン で あ る
8)
. お
そ らく広範な基質特異性を持つ VnR の 発現は 癌細胞浸潤に 好
都合に 働くの で あろう . VnR の 発現が メ ラ ノ ー マ 細胞 の 浸潤
性に 大きく関連す るこ とほ , 既に 報告 され て い る . 例 え ば αⅤ
サ ブ ユ ニ ッ トの cDNA をメ ラ ノ ー マ 細胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク ト
す る と 悪性度 が著 しく増す こ と抑 , VnR の 発 現 ほ 腫瘍 の 進
展 抑 お よび 細胸 の 遁走能の 促進32}と密接濫 関わ っ てい る こ と な
どである . 本研究で ほ H S C-3 細胞お よ び O S C-1 9細胞の 細胞
表面に αⅤ サ ブ ユ ニ ッ ト が 発現 して い る こ と が 免疫沈降法に
よ っ て 証明され た . とく に 最も高 い 浸潤性を持 つ H S C-3 細胞
で は VnR が著 明 に 発一現 さ れ , 中等 度 の 浸潤性 で あ っ た
O S C-1 9細胞は a vサ ブ ユ ニ ッ ト と と もに FnR の 発現が 顕著 で
あ っ た . 一 般に FnR の 発現は悪性ある い は ト ラ ン ス フ ォ ー ム
した細胞の 腫瘍性と逆相関する傾向が知 られ て い る 瑚 l). 今回 ,
VnR と FnR に 注目 して 扁平上 皮癌細胞の 接着性 , 浸潤性に つ
い て 検討を 加えた が , 腫瘍細胞は浸潤時に 複数の イ ン テ グリ ン
を 重複 し て 発 現 し て い る 可 能性 が 高 い . H S C-3 細 胞 と
O S C-19細胞の 浸潤は R G D V以外の YIG S R, IK V A V, R G DS
ペ プチ ドで も阻害 され てい る . YI G S R,IK V A V ほ Ln の 細胞接
着 ドメ イ ン , R G DS ほ Fn の 細胞接着 ドメ イ ン で あり , これ ら
と接着す るイ ン テ グリ ン の 総和が 浸潤 の 側面を反映 して い るも
の で あろう . こ の 中で VnR が最も関連の 深 い イ ン テ グ リ ン と
考 え られ る .
イ ン テ グ リ ン の 細胞表面で の 局在は 一 般 に 細胞 の 形質に よ り
変化する と考え られ て い る . 例えば FnR は フ ォ ー カ ル コ ン タ
ク トを 形成す る細胞-Fn 接着部位 に 集合 しユ5), 悪性細胞 に お い
て は集合性 を失い しば しば細胞表面 に び 浸性 に 発現す るg‡. ま
た腫蕩細胞 で の イ ン テ グリ ン の 局在 は浸潤性 に よ っ て も異な る
こ と が考え られ る . そ こ で 蛍光抗体法およ び免疫電顕を用 い て
FnR と VnR の H S C-3細胞 およ び O S C-19細胞 で の 局在を 検
討 した . そ の 結果 , VnR は Fn を 基質と して24時間培養 した 場
合を除き , H S C-3細胞お よび O SC-1 9細胞の 細胞辺縁忙 発現 さ
れ る こ とが 確認され た . しか し, FnR ほそ の リ ガ ン ド であ る
Fn 基質に 対して も H SC-3細胞 で は 培養1時間目 の 非伸展細胞
に 発現 しな か っ た . 従 っ て , VnR が Vn と Fn の 双 方に対する
レ セ プ タ ー と して 発現 ･ 機能 して い る と考え られ る . 免疫電顕
に おい て ほ FnR は腫瘍細胞膜 に び 浸性に 発現 して い る の に 対
し, VnR の 発現は 浸潤方向の 細胞膜に 偏在す る傾向があ っ た .
とく に 癌細胞の 浸潤先端部の 細胞質突起36)に 類似 して い る波 状
の 構造 に 抗 VnR 抗体に 反応 した 金 コ ロ イ ドをみ る こ と がで き
た . 今回 の 浸潤能実験 に お い て は 機能的 レ セ プ タ ー で あ る
VnR とマ ト リ ゲ ル に 含まれ て い る Vn と の 接着が 浸潤に 貢献
した もの と推定 され る. こ の こ と が R G D Vペ プ チ ドが 癌細胞
の マ トリ ゲル へ の 浸潤を 共通 して 抑制 した 最大 の 原因であ ろ
う . 機能的 レ セ プ タ ー が 明ら か な局在を持 つ こ と は VnR が
ラ ッ ト破骨細胞の ポ ドゾ ー ム と骨と の 接着部位間に偏在する と
い う報告叩
8)に よ っ ても裏付け られる . 以上今回の 研究から, 低
分化 で高浸潤性 の 口 腔扁平上皮癌細胞は VnR の 発現 の 上昇 と
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FnR 発現の 低下を特徴 と して お り , と く に VnR が磯能的 レ セ
プ タ ー と して 浸潤先端部に 発現 して い る こ と が 示 酸さ れ た .
結 論
3種類 の 口 腔 扁平 上 皮癌由来 の 細胞株 (H S C-3, O S C-19,
K B) の 浸潤性 と イ ソ テ グ リ ン の 関係 を 検討 し以下 の 結論 を待
た .
1 . マ ト リ ゲ ル を通 過す る腫瘍細胞 の 浸潤能 は H S C-3 >
O S C-19>K B細胞 の 順で あり , こ の 浸潤 は Vn 由来 の R G D V
ペ プチ ドで抑制 され た .
2 . H S C-3細胞 は Vn レセ プ タ ー で あ る VnR を多量に発現
し. O S C-19細胞は Fn レ セ プ タ ー で ある FnR を 著明に 発現 し
て い た .
3 . 免疫組織化学的 に 腫瘍細胞の VnR は Vn お よび Fn の
両基質に 対す る レ セ プ タ ー と して 発 現 され る こ と が 確認 され
た .
4 . マ ナ リ グ ル 中 へ 浸潤 L てい る腫瘍細胞で は VnR は浸潤
先端部の 細胞膜 に 局在傾向を示 して い た が , FnR は腫瘍細胞膜
に び渡性 に 発現 して い た .
以上 よ り, 口 腔扁平上皮癌細胞 の 浸潤能 ほ多くの 基質に接着
しう る VnR の 発現 とく に 浸潤先端部 での 発現 と関連 して い る
こ とが 強く示映 され た . 従 っ て , 将来的に ほ細胞接着 ペ プ チ ド
に よ っ て腫瘍細胞 の 浸潤を抑制 しう ると い う可 能性が考え られ
た .
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A bstr act
We studied inv asi･O n-r elatedadhesio n ev entsin vitr ousing three squam o us c arcin o ma c ell lin es(HSC-3, PO Orly-difftre n_
tiよtedtyp6;O SC-19･ W ell-di蝕remiatedty pe; and K Bcells, undi飽rentiatedtype)･･ An inviu oinvasion ass ay by 加 nsw el
Ch血ber revealed that HS C-3 ce11s w ere m ostinv asive, O SC-19ce11s m oderatelyin v asive and K Bcellslessinv asive, a nd
thatthere w as un a mbigu o usinhibition ofc e11 inv asionintothe low e rch amber thro ughbase m e nt m e mbra ne m a打ices
(m a出gel)bysyn血eticpeptides,i･eり I K V A Vand RGD V fbr HS C- 3;R G D S, Y I G S Rand R G DV fbr O SC-19;R G D V forK B
Cells･ Both H S C-3 and OS C-19ce11s adhered w e11tointactpr oteinsincludingfibron ectin,1a minin･ Vitr on ectin･ C Ollagentype
I and･Ⅳ , and K Bcels w eaklyadhered onlyto fibr on ecdn and vitronectin･ 針etreah e ntwith RG DV pepti dein an att ch-
m e n t ass ayr educ ed the binding ability of these cells to丘brone ctin and vitrone c tin ･ Im m un Onu Ore S C e nt and electron micro_
S C OPic e x amin atio nヲOn HS C
-3 and O SC-19cells sho w ed that a vβ3integrin w a spositivein attachm entsitesto vitronec血
andat inv asio n activ e sites of their cellpro cesses･ Ⅰ mm un OpreCIPltation analysis ofintegrln S ub nits sho w ed thatbothcells
express ed av･ β3, α50rβ1 subunit･ andinte nsely av fbr HSC-3 and a5 forO S C-19cells･ a5β1 integrin w asdiffusely
expresed o n whole cells urfaces of HSC-3 and O SC-19c e11s during ln V aSionthro ugh m a血gel, and detectedc on standyin
O SC-19c ells and appe ar edlaterin H S C-3 cells cultured o nn br one ctin ･ T herefore, itis sug gested that a vβ3 integrin w as
expressed as afunctionalreceptorfor exb
･a C ellular m a血 ata site oftheinvasio n丘o ntofsqua m o us cell arcin o m a ofthe
Oralc avlty.
